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“Cinomose Canina: Deteccao e analise filogenética do gene hemaglutinina (H) em

amostras clinicas e necroscopicas"

Resumo

A cinomose canina tem sido relatada como uma das mais importantes doengas infecto
contagiosas dos canideos selvagens e domésticos. E causada por um agente viral
denominado virus da cinomose canina (CDV). Os virus pertencem a familia
Paramyxoviridae , gé€nero Morbillivirus. Sdo virus envelopados, com genoma composto
por uma fita simples de RNA, polaridade negativa, ndo segmentado. Alto grau de
variabilidade genética no gene da hemaglutinina ( H) tem sido encontrada entre estirpes
virais recentes e vacinais, € estas variacoes podem estar relacionadas ao aumento da
ocorréncia global da cinomose. No presente estudo, amostras bioldgicas de cies com
sintomatologia sugestiva da cinomose foram analisadas geneticamente. Para a detecc¢io de
um fragmento de 882 pb do gene H do CDV padronizou-se uma RT-PCR que mostrou-se
capaz de amplificar o material genético viral em amostras de urina, liquido céfalo-
raquidiano, sistema nervoso central (SNC), baco , pulmdo , figado , rins, linfonodos,
bexiga e timo. As amostras positivas de acordo com a RT-PCR foram encaminhadas para
o sequenciamento e andlise filogenética. Os resultados encontrados sugerem que estas
amostras assemelham-se geneticamente aos virus agrupados nas linhagens Européia e
Asia-1. A estirpe vacinal Lederle, utilizada como padrio, foi agrupada junto a linhagem
América-1 onde encontram-se todas as estirpes vacinais , também conhecidas como “Old

CDVs” . Os achados deste trabalho apontam para a ocorréncia de estirpes geneticamente

X



distintas daquelas utilizadas na produgdo de vacinas e mais estudos sdo necessarios para a

avaliacdo da eficacia das vacinas disponiveis, propiciando um melhor controle da doenga.



""Canine Distemper : Detection and phylogenetic analysis of the hemagglutinin gene

(H) in clinical samples and necroscopical''

Abstract

Canine distemper has been reported as one of the most important infectious diseases of
wild and domestic canids. It is caused by a viral agent called canine distemper virus
(CDV). Viruses belonging to the family Paramyxoviridae, genus Morbillivirus. They are
enveloped viruses with genome composed of a single strand of RNA, negative polarity, not
segmented. High degree of genetic variability in the gene for hemagglutinin (H) has been
found between recent viral strains and vaccination strains, and these variations may be
related to increased overall occurrence distemper. In this study, biological samples from
dogs with symptoms suggestive of distemper were analyzed genetically. For the detection
of a 882 base pairs (bp) fragment of the gene of CDV H was standardized a RT-PCR wich
proved to be capable of amplifying the viral genetic material in urine, cerebrospinal fluid,
central nervous system (CNS), spleen , lungs, liver, kidneys, lymph nodes, bladder and
thymus. Positive samples according to RT-PCR were sent for sequencing and phylogenetic
analysis. The results suggest that these samples are similar to viruses genetically clustered
lineages in European and Asia-1. The Lederle vaccine strain, used as standard, was
grouped with Latin-1 lineages which are all vaccine strains, also known as "old CDVs."
The findings of this study point to the occurrence of genetically distinct strains from those
used in vaccine production and more studies are needed to assess the efficacy of vaccines

available, providing better control of the disease.
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1. INTRODUCAO

O virus da cinomose canina ou canine distemper virus (CDV) € o agente etiolégico da
cinomose canina ou canine distemper (CD), umas das mais importantes doencas virais de
canideos selvagens e domésticos. Estes virus possuem um amplo espectro de outros
hospedeiros como membros das familias Mustelidae, Procyonidae, Ursidae, Viverridae,
Hyaenidae, Felidae (Pardo, e col. 2005; Appel e col., 1994; Evermann e col., 2001; van de
Bildt e col., 2002).

Os CDV, assim como os virus do sarampo humano (Measles Virus -MeV), da peste
bovina (Bovine Rinderpest Virus - RPV), virus da cinomose das focas (Phocine Distemper
Virus - PDV), virus da peste dos pequenos ruminantes (Peste-des-Petits- Ruminants Virus -
PPRV) e morbilivirus dos cetiaceos, pertencem a familia Paramixoviridae, ordem

Mononegavirales e género Morbillivirus (Martella et col., 20006).

1.1. Estrutura Viral

Os CDVs sido virus envelopados, pleomorficos, relativamente grandes, cujo didametro
varia de 150 a 300 nm. Seu genoma € composto por uma fita simples de RNA, com polaridade

negativa, ndo segmentado, constituido de 15690 nucleotideos (Murphy e col., 1999).

Estrutuuralmente o RNA gendmico € envolvido pela nucleoproteina (NP), que serve
como molde para transcri¢ao e replicacao viral, juntamente com as proteinas polimerase (L) e
fosfoproteina (P). Essas trés proteinas associadas ao RNA formam o complexo

ribonucleoproteina (RNP), o qual direciona a sintese do mRNA ou a replicacdo de todo



antigenoma (Figuras 1 e 2, Pardo e col., 2005; Von Messling e col., 2001; Sidhu e col.,
1995).
No envelope viral encontram-se a proteina de fusdo (F) e a hemaglutinina (H), além de

uma proteina associada a membrana, a proteina matrix (M) (Cathomen e col., 1998).

envelope
, _— hemagglutinin (H)
fusion (F)
/
matrix (M)

.............. 3 lipid membrane

. o _nucleocapsid
d ucleoprotein (N)
phosphoprotein (P)

Figura 1: Ilustracdo da estrutura do CDV (Griffin & Bellini, 1996).

Genus Morbillivirus: Measles, Rinderpest virus, Canine distemper virus
3 NP P/IC/IV M F H L 5!

= | | o i

Figura 2: Ilustracdo do genoma do CDV (Easton e col., 2004).

A glicoproteina H € responsdvel pela ligagdo do virus a membrana celular hospedeira e
a proteina F promove a fusdo das duas membranas, possibilitando a entrada do complexo RNP
para o citoplasma da célula (Lamb, R. A., 1993). Acredita-se que a proteina H seja o principal

antigeno viral envolvido com a resposta imunoldgica ao virus e, sua alta variabilidade genética



faz com que seja a mais apropriada proteina a ser monitorada na detec¢io de mudangas
genéticas nesses virus (Blixenkrone-Moller e col.. 1992; Martella e col., 2002). Essa extensa
variabilidade genética permite a distingdo de vdrias linhagens virais agrupadas de acordo com
as caracteristicas geogréficas de distribuicdo e espécies acometidas (Martella e col., 2006).
Ainda, a glicoproteina H € a maior determinante do tropismo e citopatogenicidade viral (Von
Messling e col., 2001). Assim a caracterizagdo genética do gene H é de grande utilidade para a

andlise filogenética dos CDV (Lan e col., 2006).

1.2. Variabilidade Genética

A maior variabilidade genética do CDV tem sido encontrada na proteina H, o que faz
dela a proteina mais adequada a ser monitorada para a detec¢do de mudancas genéticas no
virus. Estudos feitos em paise europeus, nos Estados Unidos ( EUA) e no Japao relatam
pronunciada diversidade genética no gene H em isolados virais recentes, também conhecidos
como “novos CDVs” quando comparados as estirpes vacinais Onderstepoort e Convac,
“velhos CDVs”, produzidas nas décadas de 1950 e 1960 (Mochizuki e col., 1999)

A andlise filogenética do gene H dos “novos CDVs” tem revelado linhagens
geograficamente distintas, as quais ndo sdo agrupadas exclusivamente de acordo com aespécie
hospedeira Atualmente, os “novos CDVs” tém sido agrupados nas linhagens Européia, Asia-1,
Asia—2, Artica, América -1, América-2 e Europa-selvagem (Mochizuki e col., 1999; Haas e
col., 1997; Harder e col., 1996; Iwatsuki e col., 1997).

Mochizuki e col., 1999, propdem o uso do termo genoétipo para amostras agrupadas em
um mesmo ramo na arvore filogenética e que mostrem mais que 95% de similaridade na

sequéncia deduzida de aminodcidos.



Pardo e col. (2005), pela andlise filogenética dos genes H e F de virus isolados a partir
de cdes naturalmente infectados por CDV, mostraram estirpes geneticamente distintas
daquelas ja encontradas nos Estados Unidos. Tais estirpes apresentavam similaridades com as
estirpes Asidticas e Européias. Sugeriram entdo que os virus isolados naquele estudo teriam
sido originados de espécies ndo caninas, ou seja, poderia estar havendo transmissdo do CDV
de cdes para outras espécies animais e vice-versa. Através do sequenciamento genético parcial
do gene H de um isolado do mesmo lote vacinal usado em um dos cdes em estudo,
descartaram a possibilidade de reversdo de viruléncia do virus vacinal, dada a distincia
genética entre eles.

Martella e col. (2006), a partir da andlise filogenética da proteina H de amostras
detectadas em material neurolégico de cies com sintomas sugestivos de cinomose na Italia,
encontraram duas estirpes de CDV incomuns e geneticamente distintas daquelas circulantes

naquele pais e no continente Europeu.

1.3. Epidemiologia

O CDV apresenta distribuicdo global, sendo a cinomose uma doenca enzodtica mundial
(Sherding, 1998).

Conhecido por causar uma doenca potencialmente letal em membros das familias
Canidae, Mustelidae e Procyonidae, o CDV, atualmente, tem sido detectado como causa de
morbidade e mortalidade em grandes felideos, focas e outros animais. Esses virus foram
responsdveis pela morte de mais de 10000 focas no ano de 2000, dizimou caes selvagens na

Africa e matou 1/3 dos ledes do Serengeti em 1994 (Lednicky e col., 2004b).



Em caninos, os CDVs acometem animais de todas as idades, sendo a maior incidéncia
em filhotes ndo vacinados, com idade entre 3-4 meses, periodo em que ocorre a diminuicao da

imunidade materna (Kim e col. 2006; Sherding, 1998).

Os animais infectados eliminam os virus em todas as secre¢des e excrecdes corporais,
sendo, portanto, locais de aglomera¢do de animais como lojas de animais, feiras, exposicoes,

canis e abrigos considerados ambientes favordveis a disseminacdo viral (Sherding, 1998).

1.4. Sinais Clinicos e Patogénese

A cinomose canina € uma doenga altamente contagiosa, aguda ou subaguda, com sinais
de infeccdo generalizada, hiperqueratose de coxins plantares, distirbios neuroldgicos ou
uma combinagdo destes sinais (Krakowka e col., 1985; Appel & Summers, 1995; Lan e col.,

2006).

Os principais alvos para os virus sdo as membranas mucosas e tecidos linféides. Apods
a infec¢do, que ocorre por meio da inalacdo de aerossodis, o CDV replica-se primariamente
nos tecidos linféides do trato respiratdrio e, a partir dai alcanga varios 6rgdos, incluindo
células do trato respiratorio inferior e trato gastrintestinal, érgdos linféides, bexiga urindria e

sistema nervoso central (Appel, 1987).

A infec¢do manifesta-se de forma subclinica, clinica ou cronica, onde ocorre uma
combinacdo de sinais respiratérios, gastrintestinais, neuroldgicos, cutaneos e oculares, os

quais aparecem simultaneamente ou ndo (Greene & Appel, 1998).



Os sinais neuroldgicos podem estar presentes na forma cronica da doenga, podendo ser
acompanhando de outras manifestagdes clinicas, ou acontecer sem qualquer outro sinal

clinico sistémico (Appel, 1987, Baumgirtner e col., 1989).

As variacdes das formas de manifestacdes clinicas da cinomose canina depende do
titulo e estirpe viral infectante e da idade e perfil imunolégico do individuo acometido
(Appel e col., 1969). Em geral os sinais clinicos s@o multissistémicos e variados, a saber:
anorexia, depressdo, febre, rinite, conjuntivite, pneumonia, vOmito, diarreia,
ceratoconjuntivite, corio-retinite, neurite Optica, convulsdes, andar em circulos, alteracdes
comportamentais, ataxia, paresia, propiocep¢cdo anormal, neuropatias periféricas e cranianas,
mioclonias, hiperqueratose de coxins podais, pustulas abdominais, entre outros (Sherding,
1998). Sendo os sinais gastrintestinais e respiratorios conhecidos como sinais sistémicos ou

epiteliais da doenca.

Trés sindromes clinicas estdo relacionadas a infec¢@o pelo CDV em caes: encefalite do
cdo idoso (ODE); encefalomielite multifocal dos caes adultos (MDEMD) e a encefalomielite
dos caes jovens (CDEID), sendo esta ultima a forma mais comum e que normalmente €
precedida ou concomitante a sinais extraneurais. Nas outras duas, com menor incidéncia, os

sinais sistémicos usualmente sdo ausentes (Braund, 1994).

As manifestacdes neuroldgicas sdo decorrentes de uma neuropatia desmielinizante
multifocal que, na fase aguda, € induzida diretamente pela presenca do virus e normalmente
seguida de um estdgio cronico onde hid o predominio de uma forte resposta inflamatéria

intratecal (Appel e col., 1972; Vandevelde e col., 1995; Zurbriggen e col., 1998).



Aparentemente, as estirpes virais que induzem doenca de curso agudo fatal localizam-se
na substancia cinzenta e determinam destrui¢ao neuronal, resultando em encefalomalécia. As
estirpes virais que induzem doenca cronica ocasionam lesdes que tendem a se localizar na
substancia branca, promovendo desmieliniza¢do (Wild e col., 1995; Amude e col., 2006c).

Krokowka e col. (1987), sugerem que durante a viremia o CDV infecta o SNC na

maioria dos casos, se ndo em todos, independente da manifestacao clinica da doenca.

1.5. Diagnostico Laboratorial

Uma variedade de parametros clinicos e diferentes métodos tém sido propostos para o
diagnéstico definitivo antemortem da cinomose. Entretanto, devido ao curso imprevisivel e
varidvel da doenga, ou seja, duracdo da viremia, manifestacdes multissistémicas e resposta
imune humoral e celular ausentes ou tardias, o diagndstico final permanece inconclusivo na
maioria dos casos (Frisk e col., 1999). Amostras clinicas ou necroscépicas variadas t€ém sido
usadas, sendo elas: soro, sangue total, liquido céfalo-raquidiano, “imprints” conjuntival e
vaginal, células do epitélio urindrio, pele, bidpsia de estdbmago, células de lavado traqueal
(Alldinger e col. 1993; Sidhu e col., 1993), assim como amostras de 6rgaos colhidas durante
exame necroscopico, sendo elas: bago, bexiga, pulmao, linfonodo mediastinal (Rzezutka &

Mizak, 2002), cérebro e cerebelo (Moro e col., 2003).

1.5.1. Imunofluorescéncia (IF)

A imunofluorescéncia (IF) pode ser aplicada a vérias amostras clinicas (suabes
conjuntival, nasal e vaginal) utilizando anticorpos policlonais ou monoclonais. Entretanto, esta

técnica detecta antigenos virais apenas nas trés primeiras semanas pos infec¢do, quando o



virus ainda encontra-se presente em células epiteliais (Appel, 1987). Nas fases subagudas e
cronicas da doenca esta técnica pode gerar resultados falso-negativos (J6"zwik & Frymus,

2005).

1.5.2. Sorologia

Meétodos soroldgicos, como ELISA e soroneutralizagdo (SN), apresentam pouco valor
diagndstico. Altos titulos de anticorpos anti-CDV resultantes de vacinagdo prévia, infeccao
ativa clinica ou subclinica ou transferéncia passiva de anticorpos maternos (Shin e col., 1995;
Frisk e col., 1999; Kim e col., 2001). Por outro lado, em casos severos da doenca, o titulo de
anticorpos pode estar baixo devido a caracteristica imunossupressiva do virus (Amude e col.,

2006a).

1.5.3 Isolamento Viral

O diagndstico definitivo a partir do isolamento viral em cultivos celulares € fastidioso e
demorado, levando de muitos dias a semanas, principalmente quando usado para amostras
clinicas (Shin e col., 1995; Frisk e col., 1999; Kim ¢ col., 2001).

O efeito citopético (ECP) caracteristico de todos os morbillivirus € a formagdo de
sincicios, ou seja, a capacidade do virus em induzir a fusdo de membranas celulares facilitando
sua propagacdo célula a célula, mecanismo este determinado pela proteina H (Shin e col,
1997; Schimid e col., 2000)

Propde-se o uso de cultivo primario de células caninas (macréfagos pulmonares,

fibroblastos, células SNC) ou células de linhagem (MDCK, Vero) para inoculagdo de



suspensdo de 6rgdos ou células de animais doentes (Appel & Gillespie, 1972; Visser e col.,
1990). Entretanto, o isolamento do CDV em cultivos celulares tende a ser demorado (as vezes
maior que trinta dias), requerendo multiplas passagens cegas antes que o crescimento viral seja
evidenciado pela formagdo de efeito citopatico (ECP), sendo que, nem todas as células
desenvolvem ECP quando infectadas com CDV (Appel, 1987).

Diferentes linhagens celulares como a B95a, Vero e Vero-DST tém sido utilizadas para
o isolamento de novas estirpes de CDV, todavia o efeito do tipo celular sobre a expressao
génica do virus precisa ser considerado (Seki e col., 2003).

Lednicky e col. (2004a) testaram as linhagens celulares Vero; MDCK e MV1 Lu para
o isolamento de CDV a partir de amostras tecidos de guaxinins. Utilizando uma RT-PCR para
o gene P, o virus foi detectado mais precocemente na linhagem MDCK (trinta dias pos
infec¢do), enquanto que o ECP mais evidente foi visualizado em células Vero.

Seki e col. (2003) desenvolveram células Vero expressando um receptor celular para
morbilivirus (SLAM ou CD150), a qual se mostrou altamente sensivel para a detec¢do de
CDV a partir de amostras clinicas com precoce aparecimento de ECP (vinte e quatro horas
pos-inoculacdo). Lan e col. (2005) sugerem que esta molécula € o mais importante receptor da

célula hospedeira para a proteina H do CDV.

1.5.4 RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase seguida da transcriptase reversa (RT-PCR), por
tratar-se de um método rdpido, sensivel e especifico, tem sido utilizada com éxito no

diagnéstico do CDV (Frisk, e col., 1999; Von Messling e col., 1999; Rzezutka & Mizak, 2002;



Saito e col., 2006; Shin e col., 2004), sendo utilizada com sucesso no diagndstico ante e post
mortem da cinomose em cées (Frisk e col., 1999; Gebara e col., 2004; Amude e col., 2006b).

A sensibilidade, especificidade e rapidez da RT-PCR, comparadas aos métodos
diagnésticos tradicionais, como microscopia eletronica, isolamento viral, imunofluorescéncia
e ELISA fazem dela o teste de elei¢c@o para o diagndstico conclusivo da cinomose (Elia e col.,
2006).

Kim e col. (2006) fizeram um estudo comparando diferentes amostras obtidas de
secrecoes (sangue total periférico, suabe conjuntival, lavado nasal e urina) visando a detec¢do
precoce do CDV a partir de caes infectados experimentalmente. Utilizando uma RT-PCR para
amplificacdo de uma seqiiéncia do gene NP, avaliaram amostras colhidas diariamente do
primeiro ao décimo-quarto dia pds-infeccdo. Amostras de suabes conjuntivais de todos os
cdes testados geraram resultados positivos nos quinze dias avaliados. Em amostras de urina o
virus foi detectado em todos os individuos apenas no sexto dia pos-infec¢do. Nenhum produto
foi gerado pela RT-PCR em amostras de liquido céfalo-raquidiano durante o periodo avaliado.
Os autores sugerem que amostras de suabe conjuntival constituem uma op¢do conveniente
para o diagnostico precoce do CDV.

Saito e col. (2006), avaliaram o uso de amostras de urina para a detecgao do CDV
utilizando uma RT-PCR para um fragmento do gene NP e compararam com amostras de soro,
leucécitos e LCR. Resultados positivos foram encontrados em todas as amostras de urina
testadas.

Elia e col. (2006), padronizaram um real-time PCR para CDV e encontraram RNA
viral em tecidos linféides (bago, linfonodo, timo), bexiga, rins, coracdo, figado, testiculos,
pulmao (lobo cranial), medula espinhal, medula 6ssea, coxins plantares, pele, tecido muscular,

cérebro (lobo frontal e temporal), urina, sangue e suabe conjuntival.
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1.6. Controle e Profilaxia

O uso de vacinas anti-CDV, a partir de virus vivo modificado, tem ajudado a manter a
doenca sob controle desde sua introducdo na década de 1950 (Appel, 1987; Appel &
Summers, 1995; Greene e col., 1998). Contudo, nos ultimos anos, a incidéncia da cinomose
em cdes tem aumentado de forma global e muitos episédios da doenga em ciaes vacinados t€m
sido relatados (Gemma e col., 1996; Blixenkrone-Moller ¢ col., 1993; Lan e col., 2006; Elia e
col., 2006). Este fato pode estar associado a reversao da viruléncia dos virus vacinais ou pode

ser resultado de infec¢do a partir de virus selvagens (Lan e col., 2006).

Pardo e col. (2005) sugerem que falhas vacinais, reversdo da viruléncia nas estirpes
vacinais atenuadas ou a emergéncia de novas estirpes, capazes de evadir da protecdo do
sistema imune, poderiam explicar a ocorréncia da doenga em populacdes de cdes vacinados.
Hashimoto e col (2001) citam que muitos cdes vacinados infectados com CDV apresentam

sinais tipicos da doenca.

Lan e col. (20006), através de sequenciamento e andlise filogenética compararam virus
isolados a partir de trés cdes com sinais clinicos de cinomose e previamente vacinados com
um virus vacinal isolado de uma vacina comumente utilizada no Japdo. A distante relagdo
genética encontrada entre a estirpe vacinal e as isoladas dos animais doentes, mostraram

claramente nao se tratar de um caso de reversio da viruléncia do virus vacinal.

Portanto, considerando a natureza contagiosa associada a alta taxa de mortalidade da
cinomose, faz-se necessdria a rapidez nos procedimentos diagndsticos para que os animais

infectados possam ser isolados e submetidos a protocolos terapéuticos adequados (Elia e col.,
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2006). Ainda, tratando-se de uma doenga de cardter endémico, a cinomose deve ser
considerada como um diagndstico diferencial em qualquer caso clinico onde haja ocorréncia

de sinais neuroldgicos, mesmo na auséncia de sinais sistémicos e/ou mioclonias associados

(Amude e col., 2006¢).

2. OBJETIVOS

e Tentativa de isolamento viral a partir de amostras clinicas de animais supostamente

infectados;
e Padronizacdo da técnica de RT-PCR para a deteccdo do gene H do CDV;

e Sequenciamento e andlise filogenética dos produtos amplificadas pela RT-PCR.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivos celulares

Foram utilizadas linhagens continuas de células MDCK (Mardin-Darbin Canine
Kidney), gentilmente cedidas pelo Centro de Pesquisa Veterindria Desidério Finamor
(CPVDF), RS, cultivadas em garrafas de 75cm? (Corning), na concentragdo de 1,3 x 10°
c€lulas/ml em meio essencial Eagle (MEM-E) (Cultilab) com 10% de soro fetal bovino (SFB,

Sigma Chemical Company), por 24h a 37°C.

3.2. Amostra Viral Padrao
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Foi utilizada como amostra padrao do CDV a estirpe vacinal Lederle (CDV-LD)

gentilmente cedida pelo Laboratério BIOVET.

3.3. Amostra Viral Para Controle de Especificidade Analitica

Foi utilizada para controle de especificidade analitica da técnica de RT-PCR uma
amostra do Virus da Parainfluenza Canina Tipo-2 (CPiV2), gentilmente cedida pelo CPVDF.
Trata-se de um paramixovirus, do género Rubulavirus e um importante agente etiologico de

doenca respiratdria em caes.

3.4. Amostras de Tecidos e Secrecies

3.4.1. Amostras Ante-Mortem

Foram colhidas quatro amostras de liquido céfalo-raquidiano e uma amostra de urina
de quatro cdes, com sinais clinicos sugestivos de cinomose, durante o periodo de internacao
hospitalar. Posteriormente, esses individuos foram eutanasiados em consequéncia do
agravamento dos sintomas. Cada individuo foi identificado por numeracdo crescente,
precedido da sigla LVA-C (Laboratorio de Virologia Animal-Canino). Foram eles: LVA-C 19;

LVA-C 21; LVA-C 23; LVA-C 24 (Quadro 1).

3.4.2. Amostras Post-Mortem

Foram obtidas amostras de tecidos com origem histoldgica pré determinada (pulmonar,

esplénica, linfatica, vesical, neuroldgica, hepdtica, renal e timica), proveniente de quinze caes
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que foram submetidos a eutandsia em func¢do de sintomas clinicos e dados de anamnese
sugestivos de cinomose. As amostras foram colhidas durante exame necroscépico,
identificadas por numeracdo crescente, natureza histoldgica, precedido da sigla LVA-C e

acondicionado a -80°C até o processamento.

3.5. Amostra Tecidual Para Controle de Sensibilidade Analitica

Foi utilizado para controle de sensibilidade analitica da técnica de RT-PCR amostra de
tecido neuroldgico de um individuo (LVA-C 26) que veio a obito apresentando sintomas
sugestivos de cinomose, porém com diagndstico definitivo de cirrose hepética obtido através
de achados necroscépicos e exame histopatolégico de tecido hepatico. Esse animal havia
recebido, sessenta dias antes do oObito, refor¢o vacinal anual com uma vacina polivalente, que

entre outros, continha antigeno atenuado para o CDV da estirpe Snyder Hill. (Quadro 1).
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Quadrol: Relagdo das amostras de tecidos e secrecdes; dados clinicos e vacinais dos
individuos selecionados para o presente estudo.

INDIV DADOS CLINICOS STATUS AMOSTRA
VACINAL
LVA-C 04 14 meses desconhecido Ba; Pul; Ln mediastinal
LVA-C05 | Convulsdes; mioclonias; paresia MPs | desconhecido Ba; Pul; Ln mediastinal;SNC
LVA-C 06 | Convulsdes; mioclonias; paresia MPs | desconhecido Ba; Pul; Ln mediastinal; SNC
LVA-C09 | Convulsdes; mioclonias; paresia MPs | desconhecido Ba; Pul; Ln mediastinal; SNC
LVA-C 10 24 meses; corrimento naso-ocular; atraso 16 Ba; Pul; Ln mediastinal; SNC; Bx
leucopenia meses
LVA-C 13 36 meses; corrimento naso-ocular; sem vacinas Ba; Pul; Ln mediastinal; SNC
tosse esporddica; mioclonias;
paralisia MPs; vocalizacao
LVA-C 17 Sinais neurolégicos desconhecido Ba; Pul; Ln mediastinal; SNC; Bx
LVA-C 18 2 meses; convulsdes; ataxia MPs; sem vacinas SNC
mioclonias,
ectoparasitose; subnutricdo
LVA-C 19 4 meses; sinais gastroentéricos; 2 doses Ba; Pul; Ln; SNC; Bx; LCR
convulsdes; mioclonias MAs; vacinas
pustulas abdominais polivalente
(60- 90dias)
LVA-C 20 3 meses; convulsdes; mioclonias; desconhecido Ba; Pul; SNC; Bx
secrec¢do naso-ocular; pustulas
abdominais; gastroenterite
LVA-C 21 | 4 anos; nistagmo horizontal; auséncia | desconhecido Ba; Pul; SNC; Bx; LCR
de propiocep¢do 4 membros;
mioclonia temporal e palpebral;
hiperreflexia; hiperacusia
LVA-C22 4 meses, sinais gastroentéricos; 2 doses Ba; Pul; Ln; SNC; Bx
respiratérios; hiperalgesia; vacinas
vocalizacdo; mioclonais MAs; polivalente
subdesenvolvimento; procedéncia SC (60; 90 dias)
LVA-C 23 | 3 meses; paralisia MPs; hiperalgesia; | desconhecido Ba; Pul; Ln; SNC; Bx; LCR
procedéncia SP
LVA-C 24 3 meses; sinais gastroentéricos ; desconhecido Ba; Pul; SNC; Bx; Rim; Timo; LCR;
respiratdrios; neuroldgicos Urina
LVA-C25 3 meses; sinais gastroentéricos; desconhecido Ba; Pul; SNC; Bx; Fig; Rim
respiratdrios; neurolégicos
LVA-C 26 10 anos; sinais gastroentéricos e reforcos SNC
neurolégicos anuais
2meses antes
do 6bito

MPs:mebros posteriores; MAs: membros anteriores: Ba: baco; Pul: pulmdo; Ln: linfonodo; SNC: sistema nervoso
central; Bx: bexiga; LCR: liquido-céfaloraquidiano.
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3.6. Processamento das Amostras

3.6.1. Tecidos

Aproximadamente 0,2g de cada amostra de tecido foi macerada em 2ml do Meio
Essencial Minimo de Eagle ( MEM — E —Cultilab®) contendo 20ul de enrofloxacina a 10% e
submetida a centrifugacao (3000 x g/15min).

As amostras processadas foram acondicionadas a - 80°C.

3.6.2. Urina

A amostra de urina foi centrifugada (3000 x g/15 min) e o sobrenadante acondicionado

em ependorfe idenficiado e mantido a -80°C até o momento do uso.

3.6.3. Liquido céfalo-raquidiano (LCR)

Apoés a coleta, as amostras de LCR foram centrifugadas (3000 x g / 15min), o
sobrenadante foi acondicionado em ependorfe identificado e mantido a — 80°C até o momento

do uso.

3.7. Isolamento Viral

Aliquota do sobrenadante de cada amostra de tecido processadas conforme descri¢dao
anterior (item 3.6.1) foi diluida dez vezes em uma solu¢do de MEM-E contendo enrofloxacina

10% e filtradas com membrana de 0,45pum (Corning®). Utilizou-se 1 ml desta solucdo para
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inoculacdo em garrafas de 75cm contendo monocamadas da célula Madin-Darby canine
kidney (MDCK) com 24 horas de crescimento. As garrafas foram incubadas a 37°C por 1 hora
para adsor¢ao viral e ao fim deste periodo completou-se o volume com 7 ml da solucdo de
MEM-E com enrofloxacina 10%. Utilizou-se o0 mesmo protocolo para o controle negativo
(células sem in6culo) e para o controle positivo (células infectadas com a amostra padrdo). As
culturas foram observadas diariamente até o sétimo dia apds a inoculacao para visualizagao do
ECP, as garrafas entdo eram congeladas a - 80°C, descongeladas, o conteudo centrifugado
(3000 x g/15 min) e 1 ml do sobrenadante inoculado em novo cultivo celular.  Foram

efetuadas dez passagens cegas para cada amostra.

3.8. Padronizagdo da RT-PCR

3.8.1. Extracdo do RNA viral

Foram testadas duas técnicas distintas para a extracdo do RNA viral, descritas a seguir.

3.8.1.1. Técnica TRIzol® Reagent (Invitrogen, CA-USA)

Para cada 500ul do sobrenadante obtido do processamento dos tecidos (item 3.6.1),
adicionou-se 1ml de trizol. Quando em cultivo celular, a monocamada celular infectada (item
3.7) com aproximadamente 20% de ECP ou com até 7 dias de cultivo foi congelada a — 80°C
e descongelada, o conteido centrifugado a 3000 x g/ 15 min e 500ul do sobrenadante foram

diluidos com 1ml de trizol.

A técnica foi realizada seguindo a metodologia recomendada pelo fabricante.
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3.8.1.2. Técnica “High Pure Viral Nucleic Acid” — (ROCHE ®)

Um volume de 200ul do sobrenadante das amostras de tecido processadas conforme o
item 3.6.1, assim como o mesmo volume de urina (item 3.6.2) e LCR (item 3.6.3) foram

utilizados para o teste.

Quando em cultivo celular, a monocamada celular infectada (item 3.7) com
aproximadamente 20% de ECP ou com até 7 dias de cultivo foi congelada a — 80°C e
descongelada, o conteddo centrifugado a 3000 x g/ 15 min e 200ul do sobrenadante foram

utilizados para o teste.

A técnica foi realizada seguindo a metodologia recomendada pelo fabricante.

3.8.2. Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA, utilizou-se o kit comercial SuperScript® III First-Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen, CA, USA), seguindo metodologia recomendada pelo

fabricante.

Para cada reacdo com volume final de 20ul acrescentou-se 1pul. de Random Primer
(50ng/ul); 1ul de Anneling Buffer e 6ul de RNA total. A mistura foi aquecida a 65°C por 10
minutos e incubada em gelo por 1 minuto, centrifugada e entdo acrescida de 10 pl de 2x First
Strand Reaction Mix e 2ul SuperScript™ III /RNaseOUT™ Enzyme Mix, novamente

aquecida a 25 °C/ 10’; 50 °C/50” e 85 °C/5’ e estocada a -20 °C.

18


https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescription=9569&
https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescription=9569&

3.8.3. Reacdo de PCR para a deteccdo do gene H

Para cada reacdo com volume final de 50uL contendo 2 pl de cDNA, foram
acrescentados os seguintes reagentes nas concentragdes finais: 1 x tampao de PCR (2ul), 10
mM de dNTP( 0,2 mM de cada), 1,5mM de MgCl, (3ul), 10 pmol de cada iniciador H1 e H2

(1ul) e 2,5U da enzima Taq- polimerase (0,5ul) (Invitrogen, CA, USA).

A mistura foi aquecida por 5 minutos a 94° C para sofrer desnaturag¢do. A amplifica¢do
foi realizada em um termociclador PCR System 9700 (Gene Amp, Applied Biosystems®). O
ciclo termal consistiu em desnatura¢do a 94° C durante 1 minuto, anelamento a 53°C durante
45 segundos e alongamento a 72°C durante 2 minutos. Foram realizados 35 ciclos de

amplificacdo. O ultimo ciclo de extensao foi prolongado por 10 minutos.

Seqiiéncias do gene H depositas no GenBank foram usadas para desenhar os primers
(Quadro 2). O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,7%
contendo 0,5mg de brometo de etideo/ml de gel e usando 0,5x de tampao TBE, em voltagem
constante (90V) por 40 min. O produto foi visualizado sob transiluminagdo ultravioleta e

registrado com o equipamento Image Master VDS (Amershan Pharmacia®).

Quadro 2.- Descricao dos primers utilizados para o gene H de CDV

Iniciadores Seqiiéncia (5°- 3”) Posi¢do | Tamanho*
CDV-HI GTT GCC ACA AAA RCT AAACGA 453
CDV-H2 CCT CCY AAG GGT TCC CAT GA 1196 882

* Tamanho em pares de base (pb)
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3.9. Sequenciamento genético

Primeiramente, os amplicons para a proteina H gerados na RT-PCR foram purificados
com 0 GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Buckingham, UK),
seguindo orientacdes do fabricante.

Utilizou-se para o sequenciamento o BigDye terminator cycle sequencing ready
reaction kit (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster city, USA), cuja reacdo consistiu de
2ul de Big Dye; 2ul do tampao Save Money 5x; 1 pmol de cada iniciador senso e antisenso
em reacoes separadas; 1 ou 2ul de cada amostra, dependendo da intensidade da banda gerada
com os produtos purificados, para um volume final de 10ul, levando-se ao termociclador PCR
System 9700 (Gene Amp, Applied Biosystems®) para aquecimento a 92 ° C por 1 minuto e 30
ciclos de 96°C por 30 segundos; 50 °C por 15 segundos e 60° C por 4 minutos seguido de
resfriamento até 4 °C.

As amostras foram precipitadas utilizando 30ul agua MilliQ® e 60ul de isopropanol
P.A., mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos, centrifugadas a 20000 x g a 17 °C
por 25 minutos. O sobrenadante foi descartado e 150ul de isopropanol 75% foi adicionado.
Novamente as amostras foram centrifugadas a 20000 x g a 17 °C por 10 minutos e secas.

A seqiiéncia de nucleotideos foi determinada através de um sequenciador automatico
de DNA (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster city,

USA).

3.10. Analise filogenética

Para a obtencdo da drvore filogenética foi usada a versdo 7.01 do aplicativo BIOEDIT

(Hall,1999). O alinhamento das sequéncias foi realizado com o aplicativo ClustalW, versdao
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1.83 (Thompson e col.,, 1994). Imperfei¢des nos alinhamentos e erros das sequéncias foram
manipulados minimamente usando a versdo 7.01 do aplicativo BIOEDIT (Hall, 1999). A
reconstrugdo filogenética foi realizada pelo método de “neighbor-joining”, Kimura-2
parametros, através do programa de computador MEGA 3 (Kumar e col, 1994), baseado na
propor¢ao das diferengas (distancia p) existentes entre as seqii€ncias estudadas. As sequéncias
obtidas foram comparadas com sequéncias nucleotidicas do gene H de outros isolados de
CDV obtidas no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&itool=toolbar). Uma

sequéncia do gene H de morbilivirus isolado de focas (Phocine distemper virus) foi utilizada
como grupo externo. Foram considerados como significativos valores de "bootstrap"

superiores a 70%.

4. RESULTADOS

Os animais selecionados para este estudo apresentavam sintomatologia clinica
sugestiva de cinomose. Dos dezesseis individuos testados, quatorze caes (LVA-C 04; LVA-C
05; LVA-C 06; LVA-C 09; LVA-C 13; LVA-C 18; LVA —C 19; LVA-C 20; LVA-C 21;
LVA-C 22 ; LVA-C 23 ; LVA-C 24; LVA-C 25; LVA-C 26) apresentavam tanto sinais
sistémicos quanto neurolégicos; um (LVA-C 10), apresentava apenas sinais sist€émicos € um

(LVA-C 17), apenas sinais neuroldgicos, (Quadro 1).
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4.1. Isolamento viral

Em todas as amostras de tecido testadas com o protocolo de isolamento adotado neste
trabalho, ndo foram visualizados ECP em nenhuma das passagens em cultivo celular. A

amostra viral utilizada como padrao também nao apresentou ECP em cultivo celular (Quadro

3).

4.2. RT-PCR

Utilizando-se a técnica do TRIzol® Reagent (Invitrogen, CA-USA) para extracdo do RNA
viral, das cinco amostras clinicas testadas, (LVA-C17; LVA-C 18; LVA-C 19; LVA-C 20;
LVA-C 21), apenas uma , (LVA-C 20), apresentou resultado positivo na reacdo de RT-PCR
para deteccdo do gene H do CDV (Figura 3). Porém, quando submetidas a extragdo com o
HIGH PURE VIRAL NUCLEIC ACID - ROCHE®, as mesmas cinco amostras foram

positivas na reacdo de RT-PCR (Figura 4).
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Quadro 3: Relacido de individuos e amostras de tecidos submetidos a técnica de isolamento
viral e o nimero de passagens em cultivo celular por amostra. ECP: efeito citopatico; SNC:

sistema nervoso central.

INDIVIDUO AMOSTRAS DE PASSAGENS ECP
TECIDOS CELULARES
LVA-C 4 PULMAO 10 negativo
LVA-C4 LINFONODO 9 negativo
LVA-C4 BACO 10 negativo
LVA-C5 SNC 10 negativo
LVA-C6 SNC 9 negativo
LVA-C9 SNC 10 negativo
LVA-C9 BEXIGA 1 negativo
LVA-C9 LINFONODO 1 negativo
LVA-C 10 SNC 10 negativo
LVA-C 13 SNC 10 negativo
LVA-C 17 SNC 10 negativo
LVA-C 18 SNC 10 negativo
LVA-C 19 SNC 1 negativo
LVA-C20 SNC 1 negativo
LVA-C21 SNC 1 Negativo
CDV -LD - 10 Negativo

882pb

Figura 3: Produto da reacdo de RT-PCR para do gene H de CDV. Regido
amplificada de 882 pb. Extracdo realizada com o Trizol. M: marcador de peso
molecular de 1 Kb Plus; C-: Controle negativo (LVA-C26); C+: controle
positivo (CDV-LD); 1: LVA-C17 (SNC); 2: LVA-C18 (SNC); 3: LVA-C19
(SNC); 4: LVA-C20 (SNC); 5: LVA-C21 (SNO).
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Figura 4: Produto da reacdo de RT-PCR para do gene H do CDV, utilizando a
técnica de extracio HIGH PURE VIRAL NUCLEIC ACID - ROCHE®. Regiao
amplificada de 882 pb. Extracdo realizada com o Kit Roche. M: marcador de
peso molecular 1Kb Plus; C+: controle positivo (CDV-LD); C-: Controle
negativo (LVA-C26); 1: LVA-C17 (SNC); 2: LVA-CI18 (SNC); 3: LVA-C19
(SNC); 4: LVA-C20 (SNC); 5: LVA-C21 (SNO).

Em dez dos quatorze individuos testados pela técnica de RT-PCR para detecgdao do
gene H, a presenca do CDV foi evidenciada em pelo menos um dos 6rgaos avaliados de
cada individuo (Quadro 4).

Em funcdo da sintomatologia clinica neuroldgica ter sido a mais evidente entre os
individuos selecionados, optou-se por priorizar as amostras de SNC. Das quatorze
aliquotas de SNC coletadas, nove foram positivas pela técnica de RT-PCR para detec¢ao
do gene H (Quadro 4).

Amostras de outros tecidos foram coletadas, quando disponiveis, e submetidas ao teste
de RT-PCR no intuito de investigar a presenca de RNA viral em outros sistemas, além do
SNC. Em relagdo a essas amostras encontrou-se: cinco amostras de baco e pulmio

positivas em oito testadas; duas amostras positivas de bexiga em sete testadas; uma
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amostra de linfonodo positiva em trés testadas; duas amostras de rim positivas em duas
testadas; uma amostra de figado positiva em uma testada e uma amostra de timo positiva
em uma testada (Quadro 4).

Dentre as amostras de secre¢do, na unica aliquota de urina coletada detectou-se a
presenca do RNA viral, e as quatro amostras de LCR geraram resultados negativos
(Quadro 4).

As amostras amplificadas apresentaram fragmentos compativeis com aquele do
controle positivo, de tamanho de 882 pb, correspondente a regido selecionada para o gene
da proteina H. Na reacdo referente ao controle negativo ndo houve amplicacdo de

fragmento génico (Figuras: 5, 6,7 e 8).

Quadro 4: Relacdo das amostras de tecidos e secrecdes dos individuos testados pela

RT-PCR para deteccdo do gene H e resultados. (+): positivo e (-): negativo

INDIVIDUO TECIDOS E SECRECGES RT-PCR
LVA-C5 SNC -
LVA-C6 SNC -
LVA-C9 SNC +
LVA-C 10 SNC -
LVA-C 13 SNC -
LVA-C 17 SNC; Ba; Pul + (SNC)
LVA-C 18 SNC +
LVA-C 19 SNC; Ba; Pul; Bx; Ln; LCR + (SNC; Ba)
LVA-C 20 SNC; Ba; Pul; Bx + (SNC; Pul)
LVA-C21 SNC; Ba; Pul; Bx; Ln; LCR + (SNC)
LVA-C22 SNC; Ba; Pul; Bx + (SNC; Ba; Pul)
LVA-C23 SNC; Ba; Pul; Bx; Ln; LCR + (Ba; Pul; Ln)
LVA-C24 SNC; Ba; Pul; Bx; LCR; T; Rim; U + (todas; — LCR)
LVA-C 25 SNC; Ba; Pul; Bx; Fig; Rim + (todas)
LVA-C 26 SNC -
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Figura 5: Produto da reacdo de RT-PCR para o gene H de CDV. Regido
amplificada de 882 pb. M: marcador de peso molecular 1 Kb Plus; C+: controle
positivo (CDV-LD); C-: Controle negativo (LVA-C26); 1: LVA-C9 (SNC); 2:
LVA-C17 (SNC); 3: LVA-C18 (SNC); 4: LVA-C19 (SNC); 5: LVA-C19 (Ba); 6:
LVA-C20 (SNC); 7: LVA-C20 (Pul); 8: LVA-C21 (SNC); M: marcador de peso
molécula 1 Kb Plus.

— 882pb

Figura 6: Produto da reacdo de RT-PCR para o gene H de CDV. Regido
amplificada de 882 pb. M: marcador de peso molecular 1 Kb Plus; C+: controle
positivo (CDV-LD); C-: Controle negativo (LVA-C26); 1: LVA-C22 (SNC); 2:
LVA-C22 (Pul); 3: LVA-C22 (Ba); 4: LVA-C23 (Ba); 5: LVA-C23 (Pul); 6:
LVA-C23 (Ln).
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Figura 7: Produto da reacdo de RT-PCR para do gene H do CDV. Regiao amplificada
de 882 pb. M: marcador de peso molecular 1 Kb Plus; C+: controle positivo (CDV-LD);
C-: Controle negativo (LVA-C26); 1: LVA-C24 (SNC); 2: LVA-C24 (Ba); 3: LVA-C24
(Bx); 4: LVA-C24 (Pul); 5: LVA-C24 (Rim); 6: LVA-C24 (Timo); 7: LVA-C24
(Urina); M: marcador de peso molécula 1 Kb Plus.
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Figura 8: Produto da reagao de RT-PCR para do gene H do CDV. Regidao amplificada
de 882 pb. M: marcador de peso molecular 1 Kb Plus; C+: controle positivo (CDV-
LD); C-: Controle negativo (LVA-C26); 1: LVA-C25 (SNC); 2: LVA-C25 (Ba); 3:
LVA-C25 (Bx); 4: LVA-C25 (Pul); 5: LVA-C25 (Fig); 6: LVA-C25 (Rim); M:
marcador de peso molécular 1 Kb Plus.
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Aliquotas de cada uma das dez passagens em MDCK de SNC de trés individuos
positivos na RT-PCR foram submetidas ao mesmo teste. Apenas o produto da primeira
passagem em cultivo celular do individuo LVA-C17 apresentou resultado positivo na RT-
PCR. Em nenhuma outra passagem do mesmo individuo e nas dez passagens dos outros

dois individuos testados houve amplificagdo de fragmentos pela RT-PCR.

4.3. Sequenciamento e Andlise Filogenética

A andlise das amostras sequenciadas revelou similaridade com outras amostras de
CDV e as seqiiéncias de nucleotideos obtidas foram utilizadas para construir a arvore
filogenética.

Na arvore filogenética ndo enraizada as amostras foram agrupadas préximas ao grupo

das amostras italianas (DQ494317; DQ494319 e DQ494318), da amostra americana

(AY964114) e das amostras japonesas (AB025271; AB191319; AB191322 ¢ AB191321) e
encontram-se geneticamente distantes das estirpes vacinais Snider Hill (AF259552) e
Onderstepoort (D0O0758). Enquanto a estirpe Lederle foi agrupada junto as estirpes

vacinais. (Figura 10)
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Figura 10: Arvore filogenética ndo enraizada utilizando a seqiiéncia de nucleotideos de um
segmento do gene que codifica a proteina H do CDV. As amostras analisadas estdo marcadas
com um losango.
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5. DISCUSSAO

Dez animais tiveram resultados positivos na RT-PCR para o gene H de CDV, destes,
oito apresentavam sinais sistémicos e neuroldgicos, um apresentou sinais sist€émicos € outro
apenas sinais neurolégicos. Com relacdo a idade, nove cdes tinham idade que variavam de
sessenta a cento e vinte dias e um, j4 adulto, tinha quatro anos. Sete filhotes foram comprados
em feiras de animais, sendo dois procedentes de uma grande feira itinerante do estado de Santa
Catarina. De acordo com dados de anamnese disponiveis, seis filhotes haviam recebido de
uma a duas doses de vacinas polivalentes com antigenos de estirpes vacinais variadas do
CDV. Tais informacdes refletem afirmacdes de Lan e col.. (2006); Kim e col. (2006) e
Sherding (1998) sobre sintomatologia, incidéncia e fontes de infec¢ao.

Os dezesseis animais utilizados neste estudo foram eutanasiados em decorréncia da
evolucdo dos sintomas neurolégicos, entretanto para os cinco individuos negativos na RT-PCR
um diagnoéstico definitivo ndo foi estabelecido. Sinais neuroldgicos diversos sdo comumente
encontrados em casos de intoxica¢do por vdrias substincias quimicas (organofosforados),
alteracdoes anatdmicas do SNC (displasia occipital, sindrome vestibular), secunddrio a
alteracoes sist€émicas como hepato e nefropatias ou infeccdo por outros agentes como o virus
da raiva, por exemplo (Sherding, 1998).

Reconsideracdes devem ser feitas com relacdo a adog¢do da presengca do CDV em
amostras de SNC (Krokowka e col., 1987) estar diretamente associada ao diagndstico positivo
da infeccdo, uma vez que no individuo LVA-C 23 ndo detectou-se o virus neste tecido,
enquanto que em amostras de baco e pulmao material genético do CDV foi evidenciado pela

RT-PCR.
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O animal LVA-C 21, uma fémea de quatro anos, foi admitida a internacgdo
apresentando sinais neuroldgicos do tipo cerebelares e vestibulares (ataxia; tremor de inten¢ao
da cabeca; nistagmo horizontal) os quais rapidamente evoluiram para tetraparesia, sem
manifestacdo de sinal sistémico. Pela RT-PCR, material genético do CDV foi encontrado
apenas em aliquotas de SNC. Antigenos virais podem ser dificeis de serem encontrados em
tecidos extraneurais em casos sem apresentacdo de sintomatologia sist€émica (Amude, e col..
2006a). De acordo com Braund (1994), a ODE ¢é uma sindrome clinica de baixa incidéncia
causada pelo CDV, na qual os sinais sistétmicos normalmente estdo ausentes. Summer e col.
(1995) afirmaram que os CDV possuem predilecdo pela a substancia branca do cerebelo e
pedunculo cerebelar. Amude e col. (2006b) fizeram um estudo clinicopatoldgico de vinte
animais que apresentavam encefalite sem sinais sist€micos caracteristicos da cinomose, e, em
87,5% dos oito animais positivos para CDV os sinais cerebelares e vestibulares evoluiram pra
tetraparesia.

Braund (1994) caracteriza a CDEID como a forma mais comum de apresentacdo da
cinomose, onde a doengca neuroldgica usualmente € precedida ou concomitante a
sintomatologia sist€mica. Neste estudo, oito animais parecem se enquadrar nesta descricdo.
Possivelmente, o individuo LVA-C9 foi eutanasiado antes de iniciar as manifestacdes
neuroldgicas.

A RT-PCR tem se mostrado um método rapido, sensivel e especifico pra o diagndstico
do CDV (Frisk, e col.. 1999; Von Messling e col. 1999; Rzezutka & Mizak, 2002; Saito e
col., 2006; Shin e col., 2004; Elia e col., 2006; Amude e col. ,2006a; Gebara e col., 2004;
Kim e col., 2006). A sensibilidade da RT-PCR varia com os primers utilizados, o método de

extracdo de RNA e as amostras clinicas analisadas (Amude e col., 2006b).
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Os primers utilizados neste ensaio foram desenhados com base em seqii€ncias génicas
da hemaglutinina de CDV depositadas no GenBank. Optou-se pelo gene H por possuir uma
alta variacdo génica entre as estirpes de CDV e, assim, ser o mais indicado para avaliar
diferengas génicas entre as amostras (Martella e col, 2002; Martella e col., 2006; Von

Messling e col., 2001; Blixenkrone-Moller e col., 1992; Lan e col. 2006).

Para a extracdo do RNA viral duas técnicas foram testadas. A técnica que utiliza o kit
HIGH PURE VIRAL NUCLEIC ACID K - ROCHE® nas condi¢des laboratoriais as quais foi
submetida mostrou-se um método rdpido, de mais ficil execu¢do e mais eficaz quando
comparado a técnica que utiliza o reagente trizol. Trata-se de uma técnica cujo protocolo de
execucdo apresenta-se mais homogéneo, com um menor nimero de etapas e que requer um
volume menor por amostra. Lan e col. (2006, 2005) utilizaram a técnica com trizol pra
extracdo do RNA viral. Outros kits como Isogen-LS (Nippon Gene, Japdao), NucleoSpin RNA
IT Kit (BD Biosciences, Inc., Palo Alto, CA) e RNeasy Kit (Qiagen, GMBH, Alemanha) tém
sido descritos nos experimentos de Mochizuki e col. (1999); Pardo e col. (2005) e Matella e

col. (2006), respectivamente.

De acordo com a disponibilidade e facilidade de coleta, amostras variadas de tecidos e
secrecoes foram colhidas dos individuos suspeitos. Todos os individuos tiveram aliquotas de
SNC testadas pela RT-PCR. Dos dez cdes com resultados positivos para o CDV apenas um
individuo (LVA-C 23) ndo foi positivo nas amostras de origem do tecido neurolégico, ja nas
amostras de pulmao, bago e linfonodo foi positivo, ou seja, material genético do CDV foi

detectado.

Amostra de urina foi colhida de um tnico individuo, LVA-C 24, e material genético do

CDV foi detectado nesta secrecdo. Assim como em todas as outras amostras de tecidos
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testadas deste animal, com exce¢do do LCR que apresentou resultado negativo na RT-PCR.
Saito e col. (2006) amplificaram um fragmento do gene da NP do CDV a partir de amostras de
urina nos vinte e dois caninos testados e sugeriram ser a urina mais sensivel que o soro e
leucécitos e tao sensivel quanto o LCR, quando comparados os resultados. Amude e col.
(2006¢c) baseando-se nos resultados de seus experimentos com cdes sem sintomatologia
caracteristica de cinomose sugerem ser a urina uma boa amostra clinica para o diagndstico
ante mortem do CDV, assim como amostras de SNC. Entretanto, obtiveram resultados
inexpressivos ao testar LCR, soro e sangue total periférico. Kim e col. (2006) ndo encontraram
fragmentos do CDV em amostras de LCR em nenhum individuo testado durante todo o
periodo pés-infecgdo avaliado, assim como Frisk e col. (1999) também encontraram resultados
negativos no RT-PCR de LCR de animais com cinomose diagnosticada através de

imunohistoquimica.

Com a técnica de detec¢do padronizada neste trabalho as quatro amostras de LCR de
animais positivos para o CDV geraram resultados negativos. A pequena quantidade de RNA
viral no LCR, a baixa celularidade do LCR (CDV pode estar extra ou intracelular no LCR) e o
mecanismo de persisténcia do virus no SNC podem contribuir para a baixa quantidade ou

auséncia do CDV no LCR (Amude e col., 2006b).

Com relagdo aos resultados obtidos a partir das outras amostras de tecidos utilizadas
neste experimento, estes estdo de acordo com os resultados de Elia e col. (2006), onde em uma
andlise por real-time RT-PCR de varias amostras de tecidos e secre¢des de um cao positivo
para CDV encontraram altas cargas virais em tecidos linféides (tonsilas, bago, linfonodo
mesentérico) e pulmdo, além de terem encontrado material genético em todas as outras

amostras testadas em menores quantidades.
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A tentativa de isolamento viral a partir de amostras de diferentes 6rgdos ocorreu em
insucesso e ndo visualizagdo de ECP em nenhuma das passagens cegas, mesmo para as
amostras de individuos positivos para o CDV pela RT-PCR. E quando testadas pela RT-PCR
apenas a primeira passagem de material neurolégico do individuo LVA-C 17 gerou um
produto de 882 pb, resultado ndo encontrado para nenhuma das outras nove passagens do

mesmo material.

A linhagem celular adotada para este trabalho, MDCK, foi também utilizada por
Lednicky e col. (2004b) para o isolamento de CDV a partir de tecidos de guaxinins e

recomendada por Appel & Gillespie (1972).

Lednicky e col. (2004a) testaram as linhagens MDCK, MV 1 LU e Vero para o
isolamento de amostras de CDV a partir de tecidos de guaxinins. A deteccdo viral por RT-
PCR ocorreu mais precocemente em células MDCK, entretanto o ECP foi mais evidente no

material inoculado em células Vero.

Atualmente, indica-se o uso de células da linhagem Vero-DST, expressando um
receptor para a proteina H do CDV (dogSLAM), a qual foi desenvolvida por Seki e col.
(2003), e testada por Lan e col. (2006) e mostrou-se eficaz para o isolamento do CDV a partir
de amostras clinicas, sem alteracdo genOmica e/ou de viruléncia durante a adaptacdo e

manifestacdo precoce de ECP.

Os resultados do sequenciamento genético submetidos a andlise pelo BioEdit
mostraram identidade com vdrias seqiiéncias do CDV depositadas no banco de dados e

sugerem que as seqiiéncias amplificadas sao seqiiéncias do gene H do CDV.
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Nos ultimos anos, descobertas sobre caracteristicas moleculares do gene H de CDV
tém permitido identificar diferentes classes filogenéticas classificadas de acordo com sua
origem geografica (Asia-l, Asia-2, Europa, USA, Artico) e/ou ao ano de identificacdo da

amostra (América-1: 1930-1950; velhos CDVs; estirpes vacinais) (Martella e col.,2002).

A andlise filogenética baseada em um segmento de 570pb do gene H sugere que as
amostras avaliadas neste estudo encontram-se geneticamente relacionadas a linhagem
européia, onde estdo agrupadas as amostras italianas identificadas entre os anos 2000 a 2004.
Esse grupo encontra-se préximo 2 linhagem Asia 1, onde estdo agrupadas as amostras

japonesa KDK-1 (1998) e uma amostra americana (AY964114) isolada em 2004.

A amostra Lederle, utilizada como padrdo e também submetida ao sequenciamento,
encontra-se no grupo das amostras vacinais (linhagem América-1). Tal estirpe foi isolada em
1951 de um cdo com encefalite (ATCC) e € atualmente usada em vacinas comerciais para
caes.

Mochizuki e col. (1999) sugerem que a importacdo de animais possa explicar a entrada
de uma estirpe de CDV identificada em casos clinicos no Japao em 1999. Martella e col.
(2006) também acreditam que o aumento do deslocamento global de animais possa ter
propiciado o aparecimento de amostras incomuns de CDV na Italia. Pardo e col. (2005)
especulam que a transmissdo interespécies do CDV possa esclarecer a epidemia de cinomose

em guaxinins no ano de 2001 estar associada a um virus da linhagem Artica.

Com relagdo ao status vacinal apenas para os individuos LVA-C 22 e LVA-C 19
referia-se duas doses de vacinas aplicadas aos sessenta e noventa dias de idade. O produto
utilizado adota a estirpe Onderstepoort. Sobre os outros individuos nenhuma informagao sobre

vacinagdo prévia foi obtida.
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De acordo com esses resultados, e a semelhanca do que vem ocorrendo em paises
como Itdlia (Martella e col.. 2006 ), Japao (Mochizuki e col.. 1999) e EUA (Pardo e col..
2005), gendtipos distintos das estirpes vacinais estdo circulando entre a populacdo canina da
regido avaliada. Assim, o aumento da ocorréncia da doenga pode estar relacionado com as
diferengas genotipicas entre as estirpes circulantes e as existentes nas vacinas atualmente

utilizadas como método profildtico contra a cinomose canina.

6. CONCLUSOES

Em funcdo da variabilidade e inespecificidade dos sinais clinicos, a cinomose deve ser
considerada como diagnoéstico diferencial em qualquer caso que sintomas neuroldgicos sao
manifestados.

Assim como um maior controle sobre a importacio e exportacdo de animais €
necessario a ado¢do de medidas sanitdrias adequadas nos estabelecimentos que praticam o
comércio de animais.

Os achados deste trabalho apontam para a ocorréncia de estirpes do CDV
geneticamente distintas daquelas rotineiramente utilizadas na producdo de vacinas e estdo em
conformidade com relatos de outros paises sobre a identificacdo de novos CDVs.

A efetividade das vacinas atualmente comercializadas pode ser comprometida pela
extensdo das variagOes genéticas e antigénicas observadas. Desta forma, mais estudos sobre os
virus selvagens em diversas regidoes devem ser realizados para se conhecer mais detalhes sobre
a filogenia do gene H do CDV, uma vez que a proteina H estd complexamente envolvida com

o mecanismo de neutralizacdo viral e prevencao da infec¢ado in vivo.
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Um profundo esclarecimento da ecologia global do CDV propiciard bases para um
maior controle da doenga e da disseminag¢do do virus como também para a atualizacdo das

vacinas disponiveis.
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